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Apresentação
Há quase três décadas, a Embrapa Acre desenvolve tecnologias 
com o objetivo de responder ao desafio de viabilizar sistemas de 
produção sustentáveis destinados à pecuária de corte e de leite, que 
sejam economicamente rentáveis e de reduzido impacto ambiental. 
Dentre essas tecnologias, destaca-se o uso do amendoim forrageiro 
(Arachis pintoi) para formação e melhoramento de pastagens de alta 
produtividade e qualidade.  
No entanto, apesar das vantagens do uso do amendoim forrageiro 
como pastagem, são encontrados poucos trabalhos na literatura 
voltados para estudos sobre os aspectos reprodutivos da espécie. 
Esses estudos são indispensáveis para se conhecer as condições 
necessárias visando maximizar as taxas de cruzamentos entre 
as plantas e garantir o sucesso das hibridações em programas 
de melhoramento genético. Esses fatores variam conforme a 
espécie e condições climáticas locais, principalmente no que se 
refere à umidade relativa do ar e regime térmico. Por esse motivo, 
metodologias de avaliação da viabilidade do pólen e receptividade do 
estigma do amendoim forrageiro têm sido desenvolvidas na Embrapa 
Acre.
O presente documento traz protocolos detalhados para avaliação 
desses fatores, o que permitirá analisar o potencial reprodutivo de 
genótipos de A. pintoi. Adicionalmente, é descrito um método de 
armazenamento de grãos de polens para a espécie, o que confere 
maior flexibilidade quanto aos horários para polinização, bem como 
o intercâmbio, conservação e comercialização de materiais genéticos 
por meio de um banco de pólen.
Eufran Ferreira do Amaral
Chefe-Geral da Embrapa Acre
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Introdução
Para garantir o sucesso de hibridações em programas de 
melhoramento genético é preciso conhecer as condições necessárias 
para maximizar as taxas de cruzamentos entre as plantas. Nesse 
sentido, pesquisas voltadas ao estudo da viabilidade dos grãos de 
pólen e receptividade de estigmas são de suma importância, pois as 
informações geradas permitem a avaliação qualitativa dos materiais 
a serem utilizados nos cruzamentos, no que se refere ao potencial 
reprodutivo, além de orientar sobre o melhor período para realizar a 
polinização.
Não há um protocolo universal para determinar a viabilidade polínica 
aplicável a todas as espécies. No entanto, dentre as técnicas mais 
utilizadas destacam-se a colorimétrica e a germinação in vitro. Os 
testes colorimétricos são rápidos e baratos quando comparados à 
germinação in vitro, porém podem resultar em uma superestimação 
da viabilidade do pólen, além de não fornecerem informações sobre 
a sua capacidade germinativa. Por outro lado, a germinação in vitro 
é considerada uma técnica de maior confiabilidade, pois avalia 
diretamente a capacidade do pólen em emitir o tubo polínico, ou 
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seja, a germinabilidade, que está correlacionada diretamente com a 
habilidade de fertilização do pólen. 
Assim como a viabilidade e germinabilidade do pólen, a receptividade 
do estigma é um fator decisivo para a ocorrência de fertilização 
em hibridizações controladas, garantindo dessa maneira maior 
probabilidade de produção de sementes em um cruzamento. A 
maioria das técnicas utilizadas para estimar a receptividade do 
estigma é baseada na verificação da presença da enzima peroxidase, 
detectada principalmente por meio do uso de peróxido de hidrogênio 
por ser um método simples e barato.
Este manual tem por finalidade apresentar um guia referencial 
de métodos de avaliação de viabilidade de pólen e receptividade 
de estigmas de amendoim forrageiro (Arachis pintoi), bem como 
descrever os procedimentos para o armazenamento de pólen a fim 
de disponibilizá-lo, em quantidade e qualidade fisiológica adequadas, 
para polinizações controladas e conservação ex situ.
Características da flor do amendoim forrageiro
O amendoim forrageiro possui flores hermafroditas, sendo a 
autogamia favorecida pela quilha que protege o estigma e o estilete 
(BERTOZO, 1997; KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994) (Figura 1). 
Entretanto, pode ser observada a polinização cruzada por ação de 
diversos insetos (SANTOS; GODOY, 1999; SIMPSON et al., 1994). 
Oliveira et al. (2015), ao estimarem a taxa de cruzamentos naturais 
entre acessos mantidos no Banco de Germoplasma da Embrapa Acre, 
concluíram que o amendoim forrageiro possui o sistema reprodutivo 
misto, apresentando 33% de alogamia.
As flores são papilionáceas originárias de inflorescências axilares 
em forma de espigas, cálice bilabiado pubescente, com lábio inferior 
simples e um lábio superior amplo, com quatro dentes pequenos no 
ápice, resultantes da fusão de quatro sépalas (ARGEL; PIZARRO, 1992). 
A corola é formada por um estandarte, duas asas e quilha pontiaguda, 
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curvada e aberta ventralmente na base, muito delgada e com variação 
de cor (ARGEL; PIZARRO, 1992; ASSIS et al., 2010; SIMPSON et al., 
1994).
 
 
Figura 1. Flor de Arachis pintoi (A) e suas peças florais (B): a) hipanto; b) sépala; c) 
estandarte; d) asas; e) quilha; f) estames; g) estigma e estilete.  
O florescimento tem início entre 14 e 55 dias após o plantio e é 
indeterminado e contínuo, sem resposta ao fotoperíodo, permitindo 
que as plantas floresçam várias vezes durante o ano. Porém, floração 
mais intensa ocorre durante o período chuvoso, em resposta ao corte 
ou à elevação da umidade do solo (ARGEL; PIZARRO, 1992; ARGEL; 
VILLARREAL, 1998). As flores do amendoim forrageiro se formam 
nas axilas das folhas e crescem a partir dos nós reprodutivos em 
inflorescências que produzem usualmente entre nove e dez flores, das 
quais normalmente apenas uma flor se abre, nas primeiras horas do 
dia (SIMPSON et al., 1994).
No Município de Rio Branco, AC (latitude 9° 58’ S e longitude 67° 48’ 
W), em condições de campo, o florescimento mais intenso se inicia 
em outubro e reduz em março, cessando durante o período seco. 
Porém, esse processo pode variar em função do genótipo, época de 
plantio e regime pluviométrico de cada ano.
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Coleta e preparo do material
Coleta das flores
A coleta das flores para avaliação da viabilidade dos polens deve ser 
realizada nos primeiros horários do dia, até as 8h30 da manhã, nas 
condições climáticas do Estado do Acre, uma vez que ocorre uma 
queda brusca da viabilidade ao longo do dia. A receptividade do 
estigma se mantém acima de 90% até as 7h30 da manhã, caindo para 
50% a partir das 9h30, horário local (CAPISTRANO, 2015).
As flores coletadas devem ser depositadas em recipiente contendo 
água, para evitar o ressecamento das estruturas florais (Figura 2A). 
Em laboratório, as flores são abertas sobre placas de Petri e as 
anteras e o estilete contendo o estigma, seccionados. Deve-se ter 
cuidado para que a porção do estilete próxima ao estigma não sofra 
injúrias mecânicas, o que pode ocasionar um resultado do teste falso 
positivo.
As anteras devem ser abertas sobre lâmina de vidro para a liberação 
do pólen (Figura 2B e C). 
Figura 2. Esquema de extração dos polens das anteras de flores de A. pintoi BRS 
Mandobi: coleta das flores (A); extração das anteras (B); polens liberados sobre lâmina 
(C).  
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Teste de viabilidade polínica por meio da 
germinação in vitro
Para a germinação in vitro do grão de pólen, utiliza-se o meio de 
cultura Niles e Quesenberry (1992), com modificações, composto por 
300 mg.L-1 de Ca(NO3)4.H2O, 200 mg.L
-1 de MgSO4.7H2O, 100 mg.L
-1 de 
KNO3, 25 mg.L
-1 H3BO3 (ácido bórico) e 200 g.L
-1 de sacarose.
Uma alíquota de 2 mL de meio de cultura deve ser depositada sobre 
lâmina de vidro, sendo transferida para uma placa de Petri contendo 
papel-filtro umedecido (Figura 3). Posteriormente, pré-incubada em 
câmara de crescimento do tipo B.O.D. (Biological Oxygen Demand) 
a 30 °C por 15 minutos, antes da inoculação do pólen. Em seguida, 
o pólen previamente isolado deve ser depositado sobre o meio com 
auxílio de um pincel. Em cada lâmina contendo meio de cultura, são 
depositados os polens de oito anteras. Após, as placas contendo os 
polens devem ser transferidas para B.O.D. a 30 °C sob ausência de 
luz, onde são mantidas por 2 horas. 
Figura 3. Cultura de polens em meio NiIles e Quesenberry: meio de cultura sobre lâmina 
(A) e culturas de polens incubadas em câmara de crescimento B.O.D. (B).  
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Após o período de incubação, uma lamínula é depositada sobre a 
cultura de polens e, sob microscópio, em objetiva com aumento de 20 
vezes, o número de polens germinados é contabilizado. Considera-
se que o grão de pólen germinou quando o tubo polínico alcança 
comprimento igual ou maior ao diâmetro do pólen (FÁVERO, 2004). 
Sugere-se que sejam adotadas dez repetições, sendo cada uma 
constituída de um campo de observação formado por 100 polens, 
totalizando 1.000 grãos de pólen por tratamento.
Viabilidade do pólen por meio de métodos 
colorimétricos
Apesar do corante carmim acético 1% glicerinado ser amplamente 
utilizado em estudos de viabilidade polínica em Arachis, nos ensaios 
realizados na Embrapa Acre, verificou-se que por meio do uso desse 
corante há uma superestimação dos valores e que o brometo de 
3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio (MTT) sem sacarose 
(KHATUM; FLOWERS, 1995; NORTON, 1966) e a solução de Baker 
(DAFNI, 1992) são os corantes mais adequados. O protocolo de 
preparo das soluções corantes é apresentado a seguir:
1) Solução MTT 1%: para preparar essa solução diluir 1 g 
do corante em 100 mL de água destilada e esterilizada, 
formando então o MTT a 1%. 
2) Solução de Baker: para preparar essa solução dissolver 7 
mg de fosfato de buffer em 10 mL de água destilada com 
pH entre 7,3 e 7,5. Diluir 6 mg de nicotinamida adenina 
dinucleotídeo em 1 mL de etanol a 35%. Posteriormente, 
misturar as duas soluções e adicionar o nitroblue 
tetrazolium em quantidade suficiente até que a solução 
atinja a cor levemente amarelada. Os polens coloridos 
com essa solução devem ser mantidos em B.O.D. por 30 
minutos para as análises microscópicas posteriores.
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Para a aplicação dos testes, os polens são depositados sobre 
lâmina de vidro e, em seguida, é adicionada uma gota de corante. O 
conjunto deve ser fechado com uma lamínula para posteriormente 
visualizar o padrão de coloração em microscópio estereoscópico. 
Com a utilização tanto do Baker como do MTT, os polens viáveis 
adquirem a coloração roxa ou lilás (Figura 4A e B), enquanto os 
polens inviáveis não colorem, permanecendo amarelos (Figura 4). 
O corante MTT evidencia a presença da enzima desidrogenase e o 
Baker indica a presença da enzima álcool desidrogenase.
A porcentagem de pólen viável é estimada pelo número de grãos 
corados, conforme o padrão de coloração de cada reagente, 
de tamanho grande ou médio e formato regular. O cálculo da 
percentagem de viabilidade polínica é realizado utilizando a seguinte 
fórmula:
Viabilidade do pólen (%) = N° de grãos de pólen corados x 100 
                                                   N° de grãos de pólen total
Figura 4. Coloração de polens de A. pintoi utilizando diferentes corantes: MTT sem 
sacarose (A) e solução de Baker (B).  
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Avaliação da receptividade de estigmas
Para as avaliações da receptividade de estigmas em amendoim 
forrageiro, podem ser utilizados os reagentes: peróxido de 
hidrogênio a 3% (KEARNS; INOUYE, 1993), peroxtesmo (MOTTEN, 
1982; SULLIVAN, 1984) e a solução de Baker (DAFNI, 1992). Esses três 
métodos apresentam resultados semelhantes, diferindo apenas na 
complexidade de aplicação do teste (CAPISTRANO, 2015).
Conforme mencionado anteriormente, estiletes ou estigmas 
danificados ou com pólen na superfície não devem ser utilizados, 
para evitar que sejam obtidos resultados não confiáveis (DAFNI, 
1992). 
Peróxido de hidrogênio a 3% – teste bastante simples cujo reagente 
é facilmente encontrado e, por isso, utilizado em muitos estudos 
voltados para viabilidade estigmática de plantas. Consiste na 
aplicação do reagente diretamente sobre os estigmas. Os estiletes 
contendo os estigmas são extraídos da flor e transferidos para placa 
de Petri e, em seguida, são depositadas duas gotas de peróxido 
de hidrogênio (3%) sobre o estigma. Após 1 minuto, é verificada, 
com auxílio de lupa, a formação de bolhas de ar sobre o estigma, 
o que indica a atividade da enzima peroxidase e, portanto, a sua 
receptividade (Figura 5A).
Peroxtesmo – é comercializado na forma de um kit composto por um 
conjunto de papéis que sofrem modificação em sua cor, ao entrar 
em contato com determinadas enzimas do estigma previamente 
umedecido em água destilada. Os estigmas receptivos apresentam 
a enzima peroxidase ativa e após 1 minuto em contato com o 
peroxtesmo resultam na coloração verde do papel (Figura 5B). 
Solução de Baker – a avaliação da receptividade utilizando-se a 
solução de Baker é feita de maneira semelhante à aplicação do 
peróxido de hidrogênio. Sobre os estigmas é depositada uma 
gota da solução e após 40 minutos procedem-se às avaliações. 
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Esse método se baseia na atividade da enzima desidrogenase nos 
estigmas receptivos. O surgimento da coloração roxa é o indicativo 
de receptividade utilizando-se essa solução (Figura 5C).
Figura 5. Receptividade dos estigmas de fl ores de Arachis pintoi BRS Mandobi 
utilizando diferentes reagentes: peróxido de hidrogênio a 3% (A), peroxtesmo KO (B) e 
solução de Baker (C). 
Armazenamento dos grãos de pólen
Para o armazenamento dos grãos de pólen de amendoim forrageiro, 
obtêm-se bons resultados quando mantidos em freezer a -22 °C 
(CAPISTRANO, 2015). Nessa temperatura, os polens mantêm a sua 
viabilidade por até 35 dias, sendo possível verifi car a germinação, em 
níveis menores, até 70 dias.
Os polens são mantidos dentro das anteras e acondicionados em 
microtubos com capacidade de 1 mL-1, contendo uma camada 
de algodão para sustentar as anteras. Em cada microtubo são 
armazenadas duas anteras. 
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Recomenda-se que os polens armazenados a -22 °C sejam 
transferidos para temperatura ambiente (24 °C) por cerca de 15 
minutos antes da sua utilização nos cruzamentos.
Considerações finais
As avaliações da viabilidade polínica e da receptividade dos estigmas 
para elaboração deste manual foram iniciadas às 6h30 da manhã com 
as flores em antese. É possível que em horários anteriores a esse, a 
viabilidade polínica e a receptividade dos estigmas atinjam maiores 
valores. 
Segundo a literatura, em Arachis os grãos de pólen já são viáveis 6 
a 8 horas antes da antese da flor (SIMPSON et al., 1994). Entretanto, 
nenhum trabalho voltado à avaliação da viabilidade polínica ou 
receptividade dos estigmas em flores de amendoim forrageiro em 
diferentes estádios de maturação da flor foi encontrado, abrindo 
perspectivas para estudos futuros buscando um maior conhecimento 
sobre a biologia floral da espécie. Em termos práticos, considerando-
se que as operações envolvidas no processo de hibridações 
controladas são trabalhosas, é fundamental coletar o pólen em estádio 
adequado de maturação, para manter a viabilidade e capacidade de 
germinar quando for realizado o cruzamento.
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